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論文審査の要旨  
 
食物アレルギー患者は増加傾向にあり、社会的な関心も高くなってい
る。我が国では、アレルギー物質による健康被害を未然に防ぐため、2002
年以降、厚生労働省通知により特定原材料として 7 品目（卵、牛乳、小
麦、そば、落花生、えび、かに）の表示が義務付けられている。一方で、
食 品 表 示 を 検 証 す る た め の 定 量 検 査 法 と し て Enzyme-Linked 
Immunosorbent Assay（ ELISA）が通知で示され、すでに開発されている 2
種の ELISA キットが通知法として指定されている。これらの ELISA キッ
トは、ポリクローナル抗体（ PAb）または PAb とモノクローナル抗体（ MAb）
の組み合わせで構築されており、これまでに MAb のみで構築された ELISA
キットはない。様々な原材料を混合して製造される加工食品から、特定
原材料のみを正確に検出するためには、高い特異性を有する抗体が不可
欠である。一般的に MAb は PAb に比べ特異性が高いため、MAb のみで ELISA
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キットが構築できれば、特異性に優れる新たな検査特性を有するキット
の開発が可能である。このような状況を背景とし、本研究では食物アレ
ルギーの原因物質として 60%以上を占める卵と乳を対象に、MAb を使用し
た新たな ELISA キットの開発が試みられた。  
 
第１章では、鶏卵白のオボアルブミン（ OVA）に対する MAb を作製し、
鶏卵検出用 ELISA キットの構築が試みられた。未変性または RCM 化 OVA
を免疫抗原として 23 種類の MAb を作製し、SDS と 2-ME で変性した鶏卵白
を検出可能な MAb の組み合わせが 85 通り認められ、通知法の抽出方法に
対応が可能であった。また、いずれも RCM 化 OVA を免疫抗原として作製
した MAb の組み合わせであったことから、免疫抗原の RCM 化が適切な選
択であったと考えられた。しかしながら、1 対の MAb の組み合わせではア
ヒルまたはウズラの卵に対する感度が不足していたため、プレート固相
抗体に 2 種類、酵素標識抗体に 2 種類の MAb を用いたところ、鶏卵と同
等の検出感度は得られなかったが、アヒルとウズラの卵も検出が可能で
あったことから、この MAb の組み合わせで鶏卵検出用 ELISA キットを構
築した。測定可能な鶏卵タンパク質濃度は 0.8～ 50.0 ng/mL（食品試料換
算で 0.3～ 20.0 μg/g）であり、通知法の ELISA キットと同等の検出感度
を有していた。鶏卵タンパク質を 10.0 μg/g 添加した 5 種類のモデル加
工食品での添加回収試験の結果、回収率は 73.6～ 118.0%であり、通知の
添加回収試験の基準である 50%以上、 150%以下を満たしていたことから、
食品成分の影響を受けず正確な測定が可能であった。さらに、鶏、アヒ
ルおよびウズラの卵以外の食品には交差反応を示さず特異性が高かった
ことから、MAb の特異性が大きく影響していると考えられた。構築した鶏
卵検出用 ELISA キットは、加工食品中の鶏卵タンパク質量の正確な測定
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が可能であり、極めて特異性が高く通知法と同等の測定が可能であるこ
とが認められた。  
 
第２章では、牛乳の β－ラクトグロブリン（β -LG）を選択し、前述の
鶏卵検出用 ELISA キットと同様に、通知法の抽出方法に対応した牛乳検
出用 ELISA キットの開発を試みられた。未変性または RCM 化 β -LG を免
疫抗原として 38 種類の MAb が得られ、SDS と 2-ME で変性した牛乳タンパ
ク質を検出可能な MAb の組み合わせが 151 通り認められたが、1 対の MAb
の組み合わせでは検出感度が不足していた。そこで、プレート固相抗体
に、未変性 β -LG および RCM 化 β -LG 抗原から得られた MAb を 1 種ずつ
混合して組み合わせ、酵素標識抗体に 1 種を使用したところ、通知法と
同等の検出感度が得られたため、この MAb の組み合わせで牛乳検出用
ELISA キットを構築した。このことから、特性の異なる MAb を組み合わせ
ることで検出感度の向上が認められたと考えられた。測定可能な牛乳タ
ンパク質濃度は 0.8～ 50.0 ng/mL（食品試料換算で 0.3～ 20.0 μg/g）で
あり、通知法の ELISA キットと同等の検出感度を有していた。牛乳タン
パク質を 10.0 μg/g 添加した 5 種類のモデル加工食品での添加回収試験
の結果、回収率は 61.1～ 77.9%であり、 50%以上、 150%以下の基準を満た
していたことから、加工食品中の牛乳タンパク質量の正確な測定が可能
であると考えられた。また、山羊乳および羊乳以外の食品には交差反応
を示さなかったことから、MAb の特異性が大きく影響していると考えられ
た。さらに、構築した牛乳検出用 ELISA キットと通知法を併用すること
で、牛乳の原材料表示を漏れなく検証するために利用できることが認め
られ、新たな検査特性を有する牛乳検出用 ELISA キットの提供が可能で
あると考えられた。  
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第３章では、第１章と第２章で構築した ELISA キットを、アレルゲン
アイ ELISA 卵（ AE-Egg）とアレルゲンアイ ELISA 牛乳（ AE-Milk）として
製品化し、外部機関での試験室間バリデーションによる性能評価を実施
した。これは、多数の試験室が共通の試料を分析し、その結果を統計的
に解析することで検査キットの検査精度を評価する方法である。定量検
査法の場合、試験室数 8 以上、試料数 5 以上という規定が通知のガイド
ラインに定められているため、試験室数 14 機関、試料数 5（ 5 種類のモ
デル加工食品）を設定し試験を実施した。その結果、回収率は AE-Egg で
61.6～ 89.3%、AE-Milk で 52.1～ 67.0%であり、基準である 50%以上、150%
以下を満たしていた。また、室間再現性は AE-Egg で 3.7～ 5.7%、AE-Milk
で 6.8～ 10.5%であり、基準である 25%以下を満たしていた。このことか
ら、 AE-Egg と AE-Milk は、加工食品中の鶏卵および牛乳タンパク質を検
出するための ELISA キットとして正確な測定が可能であり、検査精度が
高いことが認められた。  
 
 以上、本研究では、複数の MAbを組み合わせた鶏卵および牛乳検出用
ELISAキットを新たに開発し、試験室間バリデーションでの性能評価によ
り定量検査法の評価基準を満たすことが確認された。現在、本キットは
通知の基準を満たすキットとして認められ、既に販売を開始しており、
地方自治体や保健所などの行政機関、ならびに食品事業者などで広く使
用されている。また、その他の特定原材料についても、MAbを活用した新
たな ELISAキットの開発を進めている。本キットが特定原材料表示の検証
に利用されることにより、食物アレルギー患者の健康被害防止に大いに
貢献するものと期待される。なお、本論文における一連の研究成果は、
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すでに学術雑誌掲載論文として公表（２報）あるいは受理（１報）され
ている。  
 
審査員一同は、本論文が多くの優れた新知見を含み、当該学問領域の
発展に寄与すると共に食品産業へも多大な貢献をするものとの認識で一
致した。さらに、著者は真摯な研究態度と豊かな人間性を備えており、
博士（農学）の学位を授与するに相応しいと判断した。  
